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L' invention est relative a des anticorps diriges 
contre ie recepteur lymphocytaire CD28 et a leurs fragments, 
et a leurs utilisations therapeutiques , notamment dans le 
5 cadre de la regulation de 1' activation des cellules T. 

Une activation anormale des cellules T intervient 
dans la pathogenese de nombreuses maladies a uto immune s, ainsi 
que dans les phenomenes de rejet de greffes ou elle provoque 
le developpement d'une reponse immune dirigee contre le 
10 greffon. 

L' activation des lymphocytes T necessite un 
signal activateur, induit par la reconnaissance par les 
recepteurs T (TCR) de 1'antigene associe avec le complexe 
majeur d' histocompat ibilite (CMH) de classe II et presente 

15 par les cellules presentatrices de l'antigene (CPAg) . Cette 
activation n'entraine cependant la proliferation des cellules 
T et la secretion de cytokines immunomodulatrices specifiques 
(telles que 1' interleukine 2, 1' interferon gamma ou 
1' interleukine 4), que si d'autres systemes de- co-stimulation 

20 T sont egalement actives. 

L'un des systemes les plus importants de 
regulation de 1' activation des lymphocytes T est le systeme 
moleculaire B7/CD28 /CTLA4 . Ce systeme joue par exemple un 
role essentiel dans les mecanismes du rejet de greffe 

25 [WOODWARD et al., Transplantation, 66, 14-20, (1998)]. Les 
molecules B7.1 (CD80) et B7 . 2 (CD86) portees par les CPAgs 
peuvent activer le recepteur CD28 ainsi que le recepteur 
CTLA4 des lymphocytes T. L' activation du CD28 delivre au 
lymphocyte T un signal positif stimulant la cellule ; en 

30 revanche, 1' activation du CTLA4 delivre un signal negatif 
conduisant a une non-reponse (anergie) [FALLARINO et al., 
J. Exp. Med., 188, 205-210, (1998)]. 

Les lymphocytes T au repos expriment une quantite 
importante de CD28, et tres peu de CTLA4 . Lors d'un premier 

35 contact cognitif entre une CPAg et un lymphocyte T, 
1' interaction CD28/B7 est privilegiee, ce qui active la 
cellule. Ce n'est que plusieurs heures apres 1' initiation de 
1' activation, du fait de 1 ' augmentation de 1' expression 
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membranaire de CTLA4 dont l'af finite pour B7 est 5 a 10 fois 
superieure a celle du CD28, que 1' interaction B7/CD28 se 
deplace au profit d f une interaction B7/CTLA4 ♦ 

Actuellement, pour bloquer 1' activation des 
5 lymphocytes T, notamment dans le cadre des transplantations 
d'organes, on utilise principalement la cyclosporine . Malgre 
l'efficacite de ce medicament, la protection qu' il confere 
n'est cependant pas absolue. En outre, il agit en bloquant 
toutes les voies d' activation cellulaires dependantes du 

10 calcium, et possede done une activite biologique qui n'est 
pas strictement specifique de lymphocytes T et entraine un 
nombre important d'effets secondaires. II est done 
souhaitable de developper de nouveaux immunosuppresseurs au 
mode d' action defini et de specificite plus grande . 

15 II a ete postule que 1' inhibition selective du 

signal agoniste delivre a la cellule T par le CD28 en 
laissant intact le systeme antagoniste constitue par le 
couple CTLA4/B7, par 1 ' intermediate d'un blocage specifique 
de 1' interaction CD28/B7 permettrait de prevenir 1' activation 

20 des lymphocytes T. Un tel blocage specifique de 1' interact ion 
CD28/B7 peut etre obtenu a l'aide d'un anticorps dirige 
contre CD28. 

Des anticorps anti-CD28 capables d'empecher la 
liaison de CD28 avec B7 sont connus. lis presentent toutefois 

25 1' inconvenient, lorsqu'ils sont utilises sous leur forme 
native divalente, d'entrainer la dimerisation et I' activation 
de CD28 par leur liaison avec ce recepteur. Cependant, des 
fragments monovalents issus de ces anticorps sont capables de 
bloquer sans 1'activer le recepteur CD28 [DAMLE et al., J . 

30 Immunol., 140, 1753-1761, (1988); NUNES et al., Int. 
Immunol., 5, 311-315, (1993) ; PAGES et al., J. Biol. Chem. , 
271, 9403, (1996)]. 

II a ainsi ete rapporte [PERRIN et al., J. 
Immunol. 163, 1704-1710, (1999)] que des fragments Fab issus 

35 d'un anticorps anti-CD28 pouvaient enrayer les symptomes 
cliniques de 1 f encephalite experimental auto-immune induite 
chez la souris par 1' administration de myeline ou le 
transfert de cellules T d'un animal atteint. 
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Des fragments monovalents, Fab ou scFv, derives 
d' un anticorps anti-CD28 sont potent iellement utilisables 
pour prevenir 1' activation des lymphocytes T par 
1' intermediaire d' un blocage specif ique de 1 • interact ion 

5 CD28/B7. 

Les fragments Fab resultent de 1' action de la 
papaine sur une molecule d' immunoglobuline, et contiennent 
chacun une chaine legere et la premiere moitie d' une 
chaine lourde ; les fragments scFv sont constitues des 

10 portions variables des chaines lourdes et legeres d'un 
anticorps, reliees entre elles par 1' intermediaire d'un lieur 
flexible [CLACKSON et al. f Nature, 352, 624-628, (1991)], 
formant ainsi une proteine simple-chaine . 

Ces fragments monovalents presentent frequemment 

15 une af finite pour 1'antigene moins importante que celle des 
anticorps natifs, ce qui peut limiter leurs possibilites 
d' utilisation dans des applications diagnostiques ou 
therapeutiques . 

Les Inventeurs sont parvenus a selectionner , 

20 parmi differents anticorps reconnaissant 1'antigene CD28, un 
anticorps capable de bloquer 1' interaction CD28/B7, et dont 
les fragments monovalents presentent une affinite pour 
1'antigene suffisante pour etre utilisables, in vitro ou in 
vivo, pour bloquer le recepteur CD28 sans activation de ce 

25 recepteur . 

Cet anticorps, denomme CD28.3, est produit par 
1'hybridome depose, selon les termes du traite de Budapest, 
le 28 novembre 2000 aupres de la CNCM (Collection Nationale 
de Cultures de Microorganismes , 25 rue du Docteur Roux, 75724 
30 PARIS CEDEX 15) sous le numero 1-2582. 

La presente invention a pour objet une proteine 
capable de se .lier specif iquement au recepteur lymphocytaire 
CD28 et de bloquer 1 ' interaction CD28/B7, caracterise en ce 
qu'elle comprend au moins les CDRs de la chaine lourde et de 
35 la chaine legere de 1' immunoglobuline CD28.3. 

Les CDRs (regions determinant la complementar i te ) 
sont les portions des regions variables d'une immunoglobuline 
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impliquees dans la specificite de reconnaissance de 
1' antigene . 

Des proteines conformes a 1' invention englobent 
ainsi notamment : 
5 a) l'anticorps CD28.3 produit par 1'hybridome 

CNCM 1-2582 ; 

b) les fragments Fv, Fab, Fab' 2 ou scFv de 
l'anticorps CD28.3 ; 

c) les anticorps chimeriques ou humanises obtenus 
0 a partir des regions variables de CD28.3 ; 

d) les fragments des anticorps b) ci-dessus 
comprenant les CDRs de 1' anticorps • CD28 . 3, qu'il s'agisse de 
fragments monovalents, Fv, Fab, ou scFv, ou de fragments 
divalents Fab' 2 ; 

5 e) les proteines recombinantes comprenant un 

fragment b) ou d) et un polypeptide heterologue. 

II peut s'agir par exemple : 

- de derives di- ou plurivalents de fragments 
scFv, tels que les « diabodies » ou « triabodies », resultant 

0 de 1' association de 2 ou 3 fragments scFv; 

- de proteines associant au moins un fragment 
d' anticorps comprenant les CDRs de l'anticorps CD28.3, avec 
au moins un fragment d' anticorps comprenant les CDRs d'un 
anticorps de specificite differente ; on citera a titre 

5 d'exemples, des immunoglobulines bi-specif iques, des 
conjugues d'un fragment Fv ou Fab contenant les CDRs de 
CD28.3 avec un fragment Fv ou Fab d'un anticorps de 
specificite differente, des « diabodies bi-specif iques » 
resultant de 1' association d'un fragment scFv contenant les 

0 CDRs de CD28.3 avec un fragment Fv ou Fab d'un anticorps de 
specificite differente. 

- de proteines associant au moins un fragment 
d' anticorps comprenant les CDRs de l'anticorps CD28.3, avec 
une molecule dotee d'activite pharmacologique (par exemple 

5 une toxine) , ou de proprietes ef fectrices (par exemple un 
fragment Fc) . 

- de proteines associant au moins un fragment 
d' anticorps comprenant les CDRs de l'anticorps CD28.3, avec 
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une molecule permettant de prolonger sa demi-vie plasmatique 
lors de son administration in vivo ; on peut par example 
associer ledit fragment d'anticorps avec un polypeptide 
hydrosoluble de masse moleculaire suffisante pour que la 
5 masse moleculaire du polypeptide de fusion ainsi obtenu soit 
superieure au seuil de filtration renale. Dans ce cas, on 
choisira un polypeptide qui contrairement aux fragments Fc, 
ne puisse pas s' associer en dimeres, et qui ne possede pas 
d'activite effectrice propre susceptible d'entrainer des 

10 effets secondaires inopportuns. Des polypeptides possedant 
ces proprietes peuvent avantageusement etre obtenus a partir 
de proteines seriques hydrosolubles , a savoir notamment 
l'albumine serique, 1' haptoglobuline, l'ITIH2 (inhibiteur 
inter-alpha (globuline) , polypeptide H2), la transf errine , le 

15 CBG (proteine liant les corticosteroldes ) , l'otl 
ant itrypsine, 1' ITIH4 (inhibiteur inter-alpha (globuline), 
polypeptide H4), l'AACT (alpha-l~ant ichymotrypsine) , le TBG 
(globuline liant la thyroxine), le fibrinogene et la 
prothrombine, pour preparer des proteines de fusion avec des 

20 fragments scFv derives d'anticorps anti-CD28. On peut 
egalement conjuguer une proteine conforme a 1' invention avec 
un polyol, par exemple le polyethylene glycol, comme decrit 
par exemple dans le Brevet US 4,179,337. 

Un exemple d' une proteine conforme a 1' invention 

25 est illustre par la Figure I, qui represente un fragment scFv 
derive de l'anticorps CD28.3. Les sequences des CDRs de 
l'anticorps CD28.3 sont encadrees dans la sequence 
representee sur la Figure 1. 

La sequence nucleot idique codant pour ce fragment 

30 scFv est representee dans la liste de sequences en annexe 
sous le numero SEQ ID NO: 1 et la sequence peptidique 
correspondante est representee sous le numero SEQ ID NO: 2. 

Des fragments Fv, Fab, ou Fab' 2 conformes a 
1' invention peuvent etre obtenus par les techniques 

35 classiques de digestion enzymat ique, a partir de l'anticorps 
CD28 .3. 

Un plasmide contenant un polynucleotide codant 
pour un fragment scFv de CD 28.3, fusionne a un 
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polynucleotide codant pour les acides amines 53 a 425 de 
1'ctl antitrypsine a ete depose, selon les termes du traite 
de Budapest, le 11 decembre 2001 aupres de la CNCM 
(Collection Nationale de Cultures de Microorganismes , 25 rue 
5 du Docteur Roux, 75724 PARIS CEDEX 15), sous le numero I- 
2762 . 

Des proteines conformes a l f invention telles que 
des anticorps chimeriques ou recombinants, des fragments scFv 
et leurs derives, etc. peuvent etre obtenues, par les 

0 techniques classiques du genie genetique, telles que celles 
decrites par SAMBROOK et al . , [MOLECULAR CLONING, A 
LABORATORY MANUAL, 2nd Ed., Cold Spring Harbor Laboratory 
Press, Cold Spring Harbor, N.Y., (1989)]. 

Des polynucleotides codant les regions variables 

5 de 1' anticorps anti-CD28.3 peuvent par exemple etre obtenus 
par clonage desdites regions variables a partir d'une banque 
d'ADNc de 1 ' hybridome CD28.3, ou a partir du plasmide CNCM I~ 
2762. lis peuvent egalement etre prepares totalernent ou 
partiellement , par synthese d' acides nucleiques, a partir des 

0 sequences nucleotidiques desdites regions variables. On peut 
par exemple synthetiser des polynucleotides codant les CDRs 
de CD28.3, et les incorporer dans les regions de charpente 
( FR pour « framework regions ») d'un autre anticorps, 
notamment d'un anticorps d'origine humaine, par les 

5 techniques, connues en elles-memes, de greffe de CDRs, telles 
que celles decrites par ROUTLEDGE et al., ["Reshaping 
antibodies for therapy", in PROTEIN ENGINEERING OF ANTIBODY 
MOLECULES FOR PROPHYLATIC AND THERAPEUTIC APPLICATIONS IN 
MAN, 13-44, Academic Titles, Nottingham, England (1993)] ou 

0 par ROGUSKA et al., Protein Engineering, 9(10), 895-904, 
(1996) ] . 

La presente invention a egalement pour objet 
toute molecule d'acide nucleique codant une proteine conforme 

i 

a 1' invention comprenant les CDRs de 1' anticorps CD28.3, 
5 ainsi que tout vecteur recombinant, notamment tout vecteur 
d' expression, comprenant ladite molecule d'acide nucleique. 

La presente invention a egalement pour objet 
toute cellule exprimant une proteine conforme a l 1 invention 
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comprenant les CDRs de l'anticorps CD28.3. Ceci englobe 
notamment 1 ' hybridome CNCM 1-2582, ainsi que les cellules- 
hotes transf ormees par une molecule d'acide nucleique 
conforme a 1' invention. 

5 Des molecules d'acide nucleique conformes a 

1' invention peuvent avantageusement comprendre, outre une 
sequence codant une proteine conforme a l f invention, une 
sequence codant un peptide signal permettant la secretion de 
ladite proteine ; elles peuvent aussi comprendre une ou 

0 plusieurs sequence (s) codant un ou plusieurs peptide (s) 
marqueur(s) permettant la detection et/ou facilitant la 
purification de ladite proteine. 

Des vecteurs d' expression conformes a 1' invention 
comprennent au rnoins une sequence d'acide nucleique codant 

5 une proteine conforme a 1' invention, associee a des elements 
de controle de la transcription et de la traduction actifs 
dans la cellule-hote choisie. Des vecteurs utilisables pour 
la construction de vecteurs d' expression conformes a 
1' invention sont connus en eux-memes, et seront choisis 

0 notamment en fonction de la cellule-hote que l'on souhaite 
utiliser. 

Des cellules-hotes utilisables dans le cadre de 
la presente invention peuvent etre des cellules procaryotes 
ou eucaryotes. Parmi les cellules eucaryotes utilisables, on 

5 citera en particulier des cellules vegetales, des cellules de 
levure, telles que Saccharomyces , des cellules d'insecte, 
telles que les cellules de Drosophila , ou de Spodoptera et 
des cellules de mammiferes telles que les cellules HeLa, CHO, 
3T3, C127, BHK, COS, etc... 

0 La construction de vecteurs d' expression 

conformes a 1' invention, et la transformation des cellules- 
hotes peut etre effectuee par les techniques classiques de 
biologie moleculaire* 

V invention a egalement pour objet un procede de 

5 production d'une proteine conforme a 1' invention, caracterise 
en ce qu' il comprend la mise en culture d'au moins une 
cellule conforme a 1 1 invention, et la recuperation de ladite 
proteine a partir de ladite culture. 
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Si la proteine est secretee, elle peut etre 
recuperee directement a partir du milieu de culture ; sinon 
on procedera prealablement a la lyse des cellules. 

La proteine peut ensuite etre purifiee a partir 

5 du milieu de culture ou du lysat cellulaire, par des 
procedures classiques, connues en elles-memes de l'homme de 
1'art, par exemple par precipitation fractionnee, notamment 
precipitation au sulfate d' ammonium, electrophorese, 
filtration sur gel, chromatographie d'affinite, etc. 

0 Les proteines conformes a 1' invention peuvent 

etre utilisees in vitro pour etudier la reponse proliferative 
ou la differentiation de lymphocytes T repondant a une 
stimulation antigenique, virale, allogenique ou xenogenique. 
Elle peut etre egalement utilisee in vitro pour induire la 

5 dif ferenciation de lymphocytes T preleves chez un patient, 
par exemple 1' induction d'une tolerance vis-a-vis d'un 
antigene ou d'un alloantigene, destines a etre par la suite 
re-administres in vivo. 

Elles peuvent egalement etre utilisees pour 

0 1'obtention de medicaments, ou de reactifs de diagnostics. 

Des proteines conformes a I' invention, 
divalentes, c'est a dire possedant 2 sites de liaison au 
recepteur CD28, et done capables d' induire la dimerisation de 
ce recepteur, sont utilisables dans tous les cas ou l'on 

5 souhaite activer ce recepteur CD28, e'est-a-dire augmenter la 
reponse d'un lymphocyte T vis a vis d'un antigene. 

Des proteines conformes a 1' invention, 
monovalentes , e'est a dire possedant un seul site de liaison 
au recepteur CD28, sont utilisables dans tous les cas ou l r on 

0 souhaite bloquer selectivement ce recepteur sans 1' activer, 
afin d' induire une immunosuppression. 

Une proteine conforme a 1' invention, comprenant 
un fragment monovalent derive d'un anticorps anti-CD28 peut 
notamment etre utilisee pour 1'obtention d'un medicament 

5 immunosuppresseur, bloquant selectivement les phenom^nes 
d' activation des cellules T impliquant le recepteur CD28, et 
ne presentant pas les inconvenients des immunosuppresseurs 
connus, tels que la cyclosporine . 
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L' immunosuppression T par blocage selectif du 
CD28 par une proteine conforme a 1' invention possede des 
applications dans toutes les pathologies dependantes des 
lymphocytes T\ 

5 II s'agit essentiellement du rejet de greffe, de 

la maladie du greffon contre l'hote, des maladies auto- 
immunes a mediation lymphocytaire T, telles que le diabete de 
type I, ou la sclerose en plaques, et de 1 ' hypersensibilite 
de type IV, qui intervient dans les phenomenes allergiques 
10 ainsi que dans la pathogenese de maladies inf lammatoires 
chroniques suivant une infection par un agent pathogene 
(notamment lepre, tuberculose, leishmaniose, listerose, 
etc . ) . 

La presente invention sera mieux comprise a 
15 l'aide du complement de description qui va suivre, qui se 
refere a des exemples non-limitat if s de preparation et 
d' utilisation d' anticorps conformes a 1' invention. 

EXEMPLE 1 : CHOIX D' UN ANT I CORPS PRODUISANT DES FRAGMENTS 
MONOVALENTS PROPRIETES DE FRAGMENTS MONOVALENTS Fab ISSUS DE 
20 CD28.3. 

Certaines des proprietes de plusieurs anticorps 
anti-CD28 (CD28.1, CD28.2, CD28.3, CD28-4, CD28.5 et CD28.6) 
sont decrites dans la publication de NUNES et aJ. [Int. 
Immunol., 5, 311, (1993)]. Ces differents anticorps, qui ne 

25 sont pas accessibles au public, ont ete fournis par le 
laboratoire de Daniel OLIVE (INSERM). Les proprietes de 
liaison a l'antigene des fragments monovalents Fab de ces 
differents anticorps ont ete comparees. 

5 mg de fragments Fab de chacun de ces anticorps 

30 ont ete prepares par digestion a la papaine (rapport molaire 
papaine/anticorps » 1/100) pendant 2 4 heures a 37°C, suivie 
d' inactivation de 1' enzyme au iodoacetamide 0,03 M et de 
dialyse contre du PBS pour eliminer 1' iodoacetamide . 

1) Liaison des fragments Fab a des cellules T Jurkat CD28+ : 

35 100 000 cellules Jurkat CD28+ en 100 pi sont 

incubees en PBS-BSA l%-NaN3 0,1% a 4°C pendant 30 minutes 
avec des concentrations croissantes d' anticorps anti-CD28 ou 
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de leurs fragments Fab. Apres lavage, les cellules sont 
incubees de maniere similaire avec un anticorps de chevre 
anti-IgG de souris conjugue a la FITC, lavees, et analysees 
en cytof luorometrie . 

5 Les resultats sont illustres par la Figure 2 : 

Legende de la Figure 2 : 
Axe des abscisses : concentration en anticorps ou fragments Fab 
Axe des ordonnees : Intensite moyenne de .fluorescence (IMF) 
-O- : Fl = Fragments Fab de 1' anticorps CD28.1 

0 — : F2 = Fragments Fab de 1' anticorps CD28-2 
-A- : F3= Fragments Fab de 1' anticorps CD28.3 
-x- : F5 = Fragments Fab de 1' anticorps CD28.5 
-O— : F6 = Fragments Fab de 1' anticorps CD28.6 
: Wl = anticorps entier CD28.1 

5 : W2 « anticorps entiers CD28.2 

— O— : W3 - anticorps entiers CD28.3 
— : W5 = anticorps entiers CD28.5 
— : W6 « anticorps entiers CD28.6 
-A- : Mara-1 » controle negatif (IgGl de souris) . 

0 Ces resultats montrent que parmi les fragments 

Fab, seals ceux issus de CD28.3 sont capables de se lier de 
maniere significative aux cellules Jurkat CD28+ a des 
concentrations inferieures a 10 jig/ml 

2) Effet des fragments Fab sur 1' adhesion des cellules T 
5 Jurkat CD28+ a des cellules L murines transfectees exprimant 
la molecule B7-1 . : 

4 x 10 5 cellules humaines T (Jurkatt, CD28- 
positives) marquees au 51 Cr sont incubees pendant 2 heures 
dans une plaque de microtit ration dans laquelle 10 cellules 

0 adherentes LTK~ ou LB7 + ( f ibroblastes murins transfectes avec 
B7.1 humain [PAGES et al., J. Biol. Chem.', 271, 9403, (1996)] 
ont ete ensemencees 24 heures auparavant. Ces incubations 
sont realisees en presence des fragments Fab issus des 
anticorps CD28.1 a CD28.6, ou de 1' anticorps CD28«3, dilues a 

5 differentes dilutions dans du tampon PBS sans Ca 2 * ni Mg 2+ . 
Les cellules adherentes apres lavages sont quantifiees par 
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lecture de la radioact ivite residuelle au compteur beta 
(PACKARD TOPCO0NT) . 

Les resultats sont illustres par la Figure 3 : 
Legende de la Figure 3 : 
5 Axe des abscisses : pourcentage de cellules adherentes 



Axe 


des ordonnees : concentration en anticorps 




: Fl » 


Fragments 


Fab 


de 


1 ' anticorps 


CD28.1 


-■- 


: F2 = 


Fragments 




de 


1' anticorps 


CD28.2 




: F3 = 


Fragments 


Fab 


de 


1' anticorps 


CD28 . 3 




: F5 = 


Fragments 


Fab 


de 


1' anticorps 


CD28 . 5 




: F6 = 


Fragments 


Fab 


de 


1' anticorps 


CD28 . 6 



. : Anticorps entier CD28.3 

O : Pas d' anticorps. 

Ces resultats montrent que les fragments Fab 
15 issus de CD28.3 sont les plus efficaces pour inhiber les 
interactions CD28/B7. lis inhibent 1' adhesion a 90% a une 
concentration de 3 [xg/ml, et avec une efficacite comparable a 
celle de 1' anticorps CD28.3 entier, alors qu' a cette 
concentration, les fragments Fab issus des autres anticorps 
20 n' inhibent pas l'adhesion a plus de 50%. 

3) Effet des fragments Fab sur la proliferation en reaction 
lymphocytaire mixte : 

10 5 cellules mononucleees du sang peripherique 
sont melangees avec 10 5 cellules mononucleees allogeniques 

25 irradiees a 35 Gy f en presence de concentrations variables 
des anticorps CD28.1 a CD28.6 ou des fragments Fab issus de 
ces anticorps. La reponse proliferative dans ces cultures est 
evaluee apres 3 jours, par incorporation de ( 3 H) thymidine 
pendant une duree de 16 heures. 

30 Les resultats sont illustres par la Figure 4 : 

Legende de la Figure 4 ; 
Axe des abscisses : concentration en anticorps 
Axe des ordonnees : reponse proliferative (cpm) 
Niveau basal de proliferation = 6500 cpm. 

35 : 28.1 - anticorps CD28.1 

: 28.2 = anticorps CD28.2 
-A- : 28.3 - anticorps CD28.3* 
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-X- : 28,5 = anticorps CD28.5 
. . : 28.6 - anticorps CD28.6 

rFab.l = fragments Fab de 1' anticorps CD28.1 
+ : Fab. 2 = fragments Fab de 1' anticorps CD28.2 
5 : Fab. 3 = fragments Fab de 1' anticorps CD28.3 

— +— : Fab. 5 = fragment Fab de 1' anticorps CD28.5 
-O— : Fab. 6 = fragment Fab de 1' anticorps CD28.6. 

Ces resultats montrent que les fragments Fab 
issus de CD28.3 ou de CD28.6 sont les plus efficaces pour 
10 inhiber la proliferation des cellules mononucleees. Les 
anticorps entiers CD28.1 a CD28.6, testes en parallele, n'ont 
aucun effet inhibiteur ou bien stimulent la proliferation de 
par leur action stimulatrice sur le CD28. 

Effet des fragments Fab issus de CD28.3 sur la proliferation 
15 induite par un super-antigene . 

Pour cette experimentation des cellules T CD4+ 
repondeuses ont ete melangees avec des PBMC isogeniques 
irradiees, en presence de 50 ng/ml de toxine-1 du syndrome de 
choc toxique (TSST-1) qui stimule specif iquement les cellules 
20 T Vp2 + , soit en 1' absence d' anticorps, soit en presence 
d'anti-B7-l (1 ng/ml), d'anti-B7-2 (0,5 ng/ml), de CTLA4 Ig 
(10 ng/ml), ou de fragments Fab issus de*'t:D28.3 (10 ng/ml). 

La reponse proliferative dans ces cultures est 
evaluee apres 1, 3, 6, et 8 jours, par incorporation de ( 3 H) 
25 thymidine pendant une duree de 16 heures. 

Les resultats sont illustres par la Figure 5 : 

Legende de la Figure 5 : 
Axe des abscisses : temps de culture 
Axe des ordonnees : indice de proliferation = IP 

30 cpm reaction mixte lymphocytaire - cpm cellules stimulatrices irradiees seules 
IP = . 

cpm cellules repondeuses non stimulees 

: Fab anti-CD28.3 
-X- : anti B7-2 
35 : CTLA-4 Ig 

• ♦ * . . : anti-B7-l+2 

-A— : anti~B7-l 

-O— : pas d' anticorps 
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TSST-1 induit une proliferation importante des 
cellules T CD4+. En presence d'anti-B7, de CTLA4Ig, ou des 
fragments Fab de CD28.3, on observe une inhibition de cette 
proliferation de 70% apres 6 jours. 

5 Effet des fragments Fab issus de CD28.3 sur la production de 
cytokines . 

Afin de determiner si les fragments Fab issus de 
CD28 . 3 pouvaient induire une deviation immune in vitro, une 
reaction lymphocytaire mixte (PBMC issues d'un donneur A/ 

10 PBMC irradiees issues d'un donneur B) a ete effectuee, en 
presence de fragments Fab issus de CD28.3. 10 5 cellules 
mononucleees du sang peripherique d'un donneur sont melangees 
avec 10 5 cellules mononucleees allogeniques irradiees a 
35 Gy, et cultivees pendant 5 jours en presence ou en 

15 1' absence de 10 (ag/ml de Fab issus de l'anticorps CD28.3. 

L'ARN des cellules repondeuses a ete extrait, et 
la quant ite d'ARNm de cytokines a ete evaluee par mesure 
quantitative du nombre de transcrits, rapportee a la quantite 
d'HPRT, a l'aide d'un TaqMan (Perkin Helmer) • 

20 On observe en presence de fragments Fab issus de 

CD28.3., une reduction de la production d' IFNy et d'IL2, et 
une augmentation de la production d'lLlO. Cette deviation de 
la reponse immune suggere une orientation cers une reponse de 
type Th2. Ce resultat est inattendu dans la mesure ou il a 

25 ete rapporte que 1' engagement de CTLA4 (qui est suppose 
intervenir lors du blocage de CD28 seul) conduit' a une 
reponse de type Thl. 

Traitement in vitro de l'anticorps CD28>3 et des fragments 
Fab issus de celui-ci par les cellules T humaines . 

30 Une eventuelle internalisat ion des fragments Fab 

de l'anticorps CD28«3 dans les cellules T humaines a ete 
recherchee, en comparaison avec l'anticorps entier CD28.3. 

Des cellules T Jurkatt ont ete incubees en milieu 
de culture avec 100 jag/ml d'anticorps CD28.3, a .37°C ou a 

35 0°C- A differents temps, les cellules ont ete lavees avec du 
tampon PBS froid contenant 0,1% de serum-albumine bovine, et 
du NaN3, afin de bloquer la motilite membranaire . Les 
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anticorps lies ont ete reveles avec un anticorps secondaire 
de chevre anti-souris, marque a la f luoresceine . Les cellules 
ont ete montees dans du MOVIOL et analysees par microscopie 
confocale. 

5 On observe ainsi que les anticorps CD28.3 entiers 

" * A 

:| se liant aux cellules T Jurkatt sont captures et 

disparaissent de la surface cellulaire a 37°C, mais pas a 
0°C. Au contraire, les fragments Fab restent fixes en surface 
de la cellule. Ceci indique que la fixation des anticorps 
10 divalents CD28.3 entraine la dimerisation de CD28, ce qui 
conduit a leur entree dans la cellule, alors que les 
fragments monovalents Fab, qui n' induisent pas cette 
dimerisation, demeurent en surface. 

EXEMPL.E 2 : PROPRIETES D' UN FRAGMENT scFv DERIVE DE 
15 L ' ANT I CORPS CD28.3. 

•HSi 

La Figure 1 represents la sequence nucleotidique 
et la sequence polypeptidique deduite d'un fragment scFv 
derive de 1' anticorps CD28.3. Les portions de cette sequence 
correspondant au fragment variable de la chaine lourde et de 

20 la chaine legere sont representees en lettres capitales. La 
sequence correspondant au fragment variable de la chaine 
legere est en outre souligne. La sequence du lieur est 
representee en lettres minuscules. Les sequences des CDRs de 
la chaine lourde et de la chaine legere sont encadrees. 

25 La sequence nucleotidique codant ce fragment scFv 

est egalement representee dans la liste de sequences en 
annexe, sous le numero SEQ ID NO:°l. 

-'j - 

L'ADNc codant ce fragment scFv a ete insere dans 
le vecteur pIG6 (Biochemisches Institut, Universitat Zurich) . 

30 Ce vecteur comprend notamment un marqueur de resistance a 
1 ' ampicilline, et une cassette d' expression qui comprend un 
promoteur lac inductible, sous controle duquel sont places : 
une sequence codant un peptide signal ompA, une sequence 
codant un peptide marqueur de sequence (code 1 lettre) DYKD, 

35 une sequence codant un peptide marqueur c-myc, et une 
sequence codant un marqueur polyhistidine-5 . 
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L'ADNc codant le fragment scFv decrit ci~dessus a 
ete introduit entre les sites EcoRI et EcoRV de pIG6, en aval 
de la sequence codant le peptide DYKD et en amont de la 
sequence codant le marqueur c-myc- 
5 La construction obtenue est denommee pIg6-28.3. 

Production en cellules procaryotes 

Le vecteur pIg6-28.3 a ete utilise pour 
transformer des cellules E.coli JM83. Les cellules sont 
cultivees a 25°C, jusqu'a une DO550 de 0,5. Apres induction 
10 par 1'IPTG, le fragment scFv est produit sous forme soluble 
dans le periplasme. II apparait apres electrophorese et 
transfert de Western, sous forme d'une bande a environ 
30 kDa. 

II est purifie a partir des extraits 

15 periplasmiques des bacteries, obtenus apres choc osmotique en 

50 mM Tris-Cl, et ultracentrif ugation du materiel insoluble, 

par chromarographie sur matrice de NI-NTA et echange d' ions 

sur DEAE-sepharose . 

La liaison des fragments scFv presents dans 

20 l'eluat de la colonne de NiNTA a des cellules Jurkat CD28 + 
est comparable a celle obtenue avec des fragments Fab obtenus 
a partir de l'anticorps CD28.3 par digestion a la papaine. 
Production en cellules eucaryotes 

Le vecteur pSec-28.3 a ete utilise pour 

25 transfecter des cellules Cos. Les cellules sont cultivees £ 
37°C pendant 3 jours. Le fragment scFv est produit sous forme 
soluble dans le surnageant. Ce surnageant inhibite la 
reaction mixte lymphocytaire :10 5 cellules mononucleees du 
sang peripherique d' un donneur sain sont melangees avec 10 5 

30 cellules mononucleees du sang peripherique d' un autre donneur 
sain allogenique. La reponse proliferative dans ces cultures 
est evaluee apres 5 jours par incorporation de ( 3 H) Thymidine 
pendant une duree de 16 heures. On observe une inhibition 
importante de 1 ' incorporation dependant de la dilution du 

35 surnageant utilisee. Un surnageant controle ne presente pas 
d'activite inhibitrice de la proliferation. 
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EXEMPLE 3 : OBTENTION D'UNE PROTEINE DE FUSION COMPRENANT UN 
FRAGMENT scFv DE CD28.3. 

La sequence nucleot idique codant le fragment scFv 
decrit a l'Exemple 2 a ete liee a 1'extremite 5' d'une 
5 portion de 1'ADNc de 1 ' al-ant itrypsine humaine (numero 
d'acces GENBANK K01396) correspondant aux acides amines 53 a 
425, par 1 ' intermediaire d'un peptide charniere, de sequence 
VAAPS. La sequence resultante est representee dans la liste 
de sequences en annexe sous le numero SEQ ID NO: 3, et le 
10 polypeptide correspondant sous le numero SEQ ID NO: 4. 

EXEMPLE 4 : CONSTRUCTION DE VECTEURS D' EXPRESSION COMPRENANT 
LA SEQUENCE CODANT POUR L'oc-l ANTI TRYPS INE ET PERMETTANT 
L' INTRODUCTION D'UNE SEQUENCE CODANT UN FRAGMENT scFv 

Vecteur d' expression procaryote : 

15 Le vecteur pIG6 a ete utilise (Biochemisches 

Institut, Universitat Zurich) . Ce vecteur comprend notamment 
un marqueur de resistance a luote ampicilline, et une 
cassette d' expression qui comprend un promoteur lac 
inductible, sous controle duquel sont places : une sequence 

20 codant un peptide signal ompA, une sequence codant un peptide 
marqueur de sequence (code 1 lettre) DYKD, une sequence 
codant un peptide marqueur c-myc, et une sequence codant un 
marqueur polyhist idine-5 . 

L'ADNc codant un fragment d' al-antitrypsine 

25 humaine correspondant aux acides amines 53 a 425 f a ete 
introduit entre les sites EcoRI et EcoRV de pIG6, en aval de 
la sequence codant le peptide DYKD et en amont de la sequence 
codant le marqueur c-myc. 

La Figure 1 schematise la construction obtenue, 

30 denommee pIg6-Haat. 

Vecteur d/ expression eucaryote : 

Le vecteur pSECTagB (Invitrogen, De Schelp, Pays 
Bas) a ete utilise. Ce vecteur comprend notamment un marqueur 
de resistance a 1' ampicilline, un marqueur de resistance a la 
35 zeocine, et une cassette d' expression qui comprend un 
promoteur CMV, sous controle duquel sont places : une 
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sequence codant un peptide signal de la chaine legere IgG 

Kappa, une sequence codant un peptide marqueur c-myc, et une 

sequence codant un marqueur polyhist idine-6 . 

L'ADNc codant un fragment d' otl-antitrypsine 
5 humaine correspondant aux acides amines 53 a 425, a ete 

introduit entre les sites BamHI et EcoRI du vecteur 

PSEC B Tag, en amont de la sequence codant le marqueur c-myc. 

La Figure 2 schematise la construction obtenue, 

denommee pSecHaat. 
0 EXEMPLE 5 : CONSTRUCTION DE VECTEURS D' EXPRESSION INTEGRANT 

LA SEQUENCE CODANT LA PROTEINE DE FUSION scFv CD28.3/ocl- 

ANTITRYPSINE 

Vecteur d' expression procaryote : 

L'ADNc codant la proteine de fusion ScFv 
5 CD28 . 3/ccl-antitrypsine decrite a l'exemple 3 ci-dessus a ete 
introduit entre les sites EcoRI et Xhol de pIG6, en aval de 
la sequence codant le peptide DYKD et en amont de la sequence 
codant le marqueur c-myc. 

La Figure 3 schematise la construction obtenue, 

0 denommee p!g6-28 . 3Haat . 

Vecteur d' expression eucaryote : 

L'ADNc codant la proteine de fusion ScFv 
CD28 . 3/al-antitrypsine decrite a l'exemple 3 ci-dessus a ete 
introduit entre les sites BamHI et Xhol du vecteur 
5 PSEC B Tag, en amont de la sequence codant le marqueur c-myc. 

La Figure 4 schematise la construction obtenue, 
denommee pSec-28 . 3Haat . 

Ce vecteur, heberge dans E.coli DH5a, a ete 
depose le 11 decembre 2001 aupres de la CNCM, sous le numero 
0 1-2762. 

EXEMPLE 6 : EXPRESSION ET PURIFICATION DES PROTEINE S DE 
FUSION 

En cellules procaryotes : 

Le vecteur pIg6-28 . 3Haat a ete utilise pour 
5 transformer des cellules E.coli JM83. Les cellules sont 
cultivees a 25°C,' jusqu'a une DO550 de 0,5. Apres induction 
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par l'IPTG, la proteine est produite sous forme soluble dans 
le periplasme. Elle apparait apres electrophorese et 
transfert de Western, sous forme d'une bande a environ 
7 4 kDa. 

5 Elle peut etre purifiee a partir des extraits 

periplasmiques en utilisant une matrice de chromatographie 
d' af finite NI-NTA, et/ou une matrice de chromatographie 
d'af finite anti-c-myc. Elle peut egalement etre purifiee a 
partir d'une colonne d'af finite ant i-otl-antitrypsine , 

0 En cellules eucaryotes : 

Le vecteur pSec-28 . 3Haat a ete utilise pour 
transfecter des cellules CHO par lipofection. Les cellules 
sont cultivees en presence de 200 j^g/ml de zeocine en milieu 
MEM contenant 10% de serum de veau foetal. 
5 La proteine est secretee dans le milieu de 

culture . 

Apres separation par electrophoreses transfert de 
Western, et revelation par un anticorps anti-c-myc elle 
apparait sous forme d'une bande a environ 80 kDa. 

0 EXEMPLE 7 : TESTS D'ACTIVITE D'UNE PROTEINE DE FUSION scFv 
/ al -ANTITRYPSINE 

L'activite anti-CD28 de la proteine de fusion 
scFv CD28 . 3/al-antitrypsine obtenue a l'exemple 6 ci-dessus 
est evaluee par sa liaison a la molecule CD28^ ou a des 
5 cellules exprimant CD28 sur leur membrane, et son absence de 
liaison a des cellules qui n'expriment pas CD28. 

L'activite immunosuppressive de la proteine de 
fusion scFv CD28 . 3/al -ant i trypsine obtenue a l'exemple 6 ci- 
dessus est evaluee par 1' inhibition de 1' adhesion a B7, et 
0 1' inhibition de 1' activation induite du lymphocyte T. 

Ces activites anti-CD28 et immunosuppressive ont 
ete mesurees par les tests suivants : 

Activite anti CD28 

Mesure au biosenseur des parametres de liaison a CD28: 

5 Du CD28 humain recombinant a ete immobilise sur 

le detecteur du biosenseur (BIACORE) . Une proteine de fusion 
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scFv CD28 . 3/otl~antitrypsine obtenue comme decrit a 1'exemple 
6 ci-dessus a ete mise en contact avec le detecteur. Les 
parametres de liaison sont : KA (1/M)2.86 e 9 ; KD (M) : 3.49 e - 
10. En comparaison, ces parametres mesures pour le fragment 
5 Fab de l'anticorps CD28.3 sont-: KA (1/M) : 9.69 e 8 ; KD (M) : 
| 1.03 e -9. L'af finite pour CD28 du fragment Fab de l'anticorps 

CD28.3 et de la proteine de fusion sont done comparables . 

Test de reconnaissance specif i que de CD28 en 

cytof luorometrie : 

10 10 5 cellules Jurkat (CD28+) et U937 (CD28-) sont 

incubees en PBS-BSA l%-NaN3 0,1% a 4°C pendant 1 heure avec 
des concentrations croissantes de la proteine de fusion scFv 
CD28 . 3 /al-ant it rypsine . Apres lavage, les cellules sont 
incubees avec un anticorps de lapin anti-alpha-1- 
£ 15 ant itrypsine, puis avec un anticorps de chevre anti-lapin 

•*i conjugue a la FITC, lavees, et analysees en cytof luorometrie . 

On observe une liaison dependante de la dose sur les cellules 
Jurkat (CD28 + ) et pas de liaison sur les cellules U937 
(CD28-) . Ceci montre la specificite de la proteine de fusion 
20 pour la molecule CD28 et son absence de reactivite envers 
d'autres molecules exprimees par des cellules 
hematopoietiques humaines • 

Activite immunosuppressive 

Test d' adhesion CD28/B7-dependant : 

25 4 x 10 5 cellules humaines T (Jurkatt, CD28- 

positives) marquees au 51 Cr sont incubees pendant 2 heures 
dans une plaque de microtitration dans laquelle 10 5 cellules 
adherentes LTK~ ou LB7 + ( f ibroblastes murins transfectes avec 
B7.1 humain [PAGES et al w J. Biol. Chern., 271, 9403 (1996)] 

30 ont ete ensemencees 24 heures auparavant. Ces incubations 
sont realisees en absence ou en presence de la proteine de 
fusion scFv CD28 . 3/al-antitrypsine, diluee a differentes 
concentrations dans du tampon PBS sans Ca 2 * ni Mg 2+ . Les 
cellules adherentes apres lavages sont quantifiees par 

35 lecture de la radioactivite residuelle au compteur beta 
(PACKARD TOPCOUNT) . On observe une inhibition de 1'adhesion 
en presence de la proteine de fusion scFv CD28.3/otl~ 
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ant itrypsine, inhibition directement dependante de la dose de 
proteine de fusion utilisee. 

Inhibition de 1' activat ion : 

5 x 10 4 cellules T (polyclonales humaines, 
5 depletees en cellules CDllb) sont stimulees avec 1 x 10 4 
cellules d'hydridome OKT3 (anti-CD3) irradiees, ou avec des 
cellules B CD28" allogeniques (depletees en cellules CD28 4 ") 
en absence ou en presence de quantites variables de la 
proteine de fusion scFv CD28 . 3/al-antitrypsine . La reponse 
0 proliferative dans ces cultures est evaluee apres 3 jours 
lorsque la stimulation est effectuee par des anti-CD3, ou 
apres 7 jours lorsque la stimulation est effectuee par des 
cellules allogeniques, par incorporation de ( 3 H) Thymidine 
pendant une duree de 16 heures. On observe une inhibition 
5 importante de 1 ' incorporation en presence de la proteine de 
fusion scFv CD28 . 3/al-antitrypsine, inhibition directement 
dependante de la dose de proteine de fusion utilisee. 

Inhibition de la reaction mixte lymphocytaire : 

10 5 cellules mononucleees du sang peripherique 
0 d' un donneur sain sont melangees avec 10 5 cellules 
mononucleees du sang peripherique de un autre donneur sain 
allogenique. La reponse proliferative dans ces cultures est 
evaluee apres 5 jours par incorporation de ( 3 H) Thymidine 
pendant une duree de 16 heures. On observe une inhibition 
5 importante de 1' incorporation en presence de la proteine de 
fusion scFv CD28 . 3/al-antitrypsine, inhibition directement 
dependante de la dose de proteine de fusion utilisee. 
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REVENDICATIONS 

1) Proteine capable de se lier specif iquement au 
recepteur lymphocytai re CD28 et de bloquer 1' interaction 
CD28/B7, caracterisee en ce qu'eile comprend au moins les 

5 CDRs de la chaine lourde et de la chaine legere de 
1 ' immunoglobuline CD28.3, produite par l'hybridome CNCM 
1-2582. 

2) Proteine selon la revendication 1, choisie 

parmi : 

10 a) 1' anticorps CD28.3 produit par l'hybridome 

CNCM 1-2582 ; 

b) les fragments Fv, Fab, Fab' 2 ou scFv de 
l'anticorps CD28.3 ; 

c) les anticorps chimeriques ou humanises obtenus 
15 a partir des regions variables de CD28.3 ; 

d) les fragments Fv, Fab, Fab' 2 ou scFv, d'un 
anticorps b) / 

e) les proteines recombinantes comprenant un 
fragment b) ou d) et un polypeptide heterologue. 

20 3) Molecule d' acide nucleique codant une proteine 

selon une quelconque des revendicat ions 1 ou 2 . 

4) Vecteur d' expression, comprenant une molecule 
d' acide nucleique selon la revendication 3. 

5) Vecteur d' expression selon la revendication 4, 
25 caracterise en ce qu f il s'agit du plasmide CNCM 1-2762. 

6) Cellule exprimant une proteine selon une 
quelconque des revendications 1 ou 2 . 

7) Cellule selon la revendication 6, caracterisee 
en ce qu'il s'agit de 1'hybridome CNCM 1-2582. 

30 8) Cellule selon la revendication 6, caracterisee 

en ce qu'il s'agit d'une cellule transformee par une molecule 
d' acide nucleique selon la revendication 3. 

9) Procede de preparation d'une proteine selon 
une quelconque des revendications 1 ou 2, caracterise en ce 

35 qu'il comprend la mise en culture d'au moins une cellule 
selon une quelconque des revendications 6 a 8, et la 
recuperation de ladite proteine a partir de ladite culture. 
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10) Utilisation d'une proteine selon une 
quelconque des revendications 1 ou 2, pour 1'obtention d'un 
medicament. 

11) Utilisation selon la revendication 10, 
5 caracterisee en ce que ladite proteine possede un seul site 

de liaison au recepteur CD28, et en ce que ledit medicament 
est un immunosuppresseur , bloquant select ivement 1' activation 
des cellules T par 1' intermediaire du recepteur CD-28 . 

12) Utilisation selon la revendication 11, 
10 caracterisee en ce que ledit medicament est destine au 

traitement d'une pathologie choisie parmi le rejet de greffe, 
la maladie du greffon contre I'hote, les maladies auto- 
immunes a mediation lymphocytaire T, les phenomenes 
allergiques, les maladies inf lammatoires chroniques. 
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<223> chaine lourde 

<220> 

<221> misc_f eature 
<222> (361) . . (405) 
<223> lieur 

<220> 

<221> misc_f eature 
<222> (85) . . (96) 
<223> CDR1 

<220> 

<221> misc__f eature 

<222> (139) . . (189) 

<223> CDR2 



<2.20> 
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<221> misc_f eature 
<222> (286) . . (324) 
<223> CDR3 



<220> 

<221> misc_feature 

<222> (496) . . (522) 

<223> CDR1 



<220> 

<221> misc_f eature 

<222> (553) . . (576) 

<223> CDR2 



<220> 

<221> misc_f eature 
<222> (673) . . (681) 
<223> CDR3 



<400> 1 

gtc aag ctg cag cag tea gga get gag ctg gtg aaa ccc ggg gcg teg 48 

Val Lys Leu Gin Gin Ser Gly Ala Glu Leu Val Lys Pro Gly Ala Ser 
15 10 15 

gtg agg ctg tec tgc aag gcg tct ggt tac acc ttc act gaa tat att 96 

Val Arg Leu Ser Cys Lys Ala Ser Gly Tyr Thr Phe Thr Glu Tyr He 

20 25 30 

ata cac tgg ata aag ctg agg tct gga cag ggt ctt gag tgg att ggg 144 

He His Trp He Lys Leu Arg Ser Gly Gin Gly Leu Glu Trp He Gly 
35 40 45 

tgg ttt tac cct gga agt aat gat ata cag tac aat gcg aaa ttc aag 192 

Trp Phe Tyr Pro Gly Ser Asn Asp He Gin Tyr Asn Ala Lys Phe Lys 

50 55 60 

ggc aag gec aca ttg act gcg gac aaa tec tec age acc gtc tat atg 240 

Gly Lys Ala Thr Leu Thr Ala Asp Lys Ser Ser Ser Thr Val Tyr Met 
65 70 75 80 

gaa ctt act gga ttg aca tct gag gac tct gcg gtc tat ttc tgt gca 288 

Glu Leu Thr Gly Leu Thr Ser Glu Asp Ser Ala Val Tyr Phe Cys Ala 

8 5 90 95 



aga cgc gac gat ttc tct ggt tac gac gec ctt cct tac tgg ggc caa 336 

Arg Arg Asp Asp Phe Ser Gly Tyr Asp Ala Leu Pro Tyr Trp Gly Gin 

100 105 110 

ggg acc atg gtc acc gtc tec tea ggt gga ggc ggt tea ggc gga ggt 384 

Gly Thr Met Val Thr Val Ser Ser Gly Gly Gly Gly Ser Gly Gly Gly 

115 120 125 

ggc tct ggc ggt ggc gga teg gac ate cag atg acc cag tct cca gee 432 

Gly Ser Gly Gly Gly Gly Ser Asp He Gin Met Thr Gin Ser Pro Ala 

130 135 140 

tec eta tct gtt tct gtg gga gaa act gtc acc ate acg tgt cga aca 480 

Ser Leu Ser Val Ser Val Gly Glu Thr Val Thr He Thr Cys Arg Thr 

145 150 155 160 
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aat gaa aat att tac agt aat tta gca tgg tat cag cag aaa cag gga 528 
Asn Glu Asn lie Tyr Ser Asn Leu Ala Trp Tyr Gin Gin Lys Gin Gly 

165 170 175 



aaa tct cct cag etc ctg ate tat get gca aca cac tta gta gag ggt 576 
Lys Ser Pro Gin Leu Leu lie Tyr Ala Ala Thr His' Leu Val Glu Gly 

180 185 190 

gtg oca tea agg ttc agt ggc agt gga tea ggc aca cag tat tec etc 624 
Val Pro Ser Arg Phe Ser Gly Ser Gly Ser Gly Thr Gin Tyr Ser Leu 

195 200 205 

aag ate ace age ctg cag tct gaa gat ttt ggg aat tat tac tgt caa 672 
Lys lie Thr Ser Leu Gin Ser Glu Asp Phe Gly Asn Tyr Tyr Cys Gin 
210 215 220 

cac ttt tgg ggt act ccg tgc acg ttc gga ggg ggg ace aag ctg gaa 720 
His Phe Trp Gly Thr Pro Cys Thr Phe Gly Gly Gly Thr Lys Leu Glu 
225 230 235 240 

ata aaa egg act 732 
lie Lys Arg Thr 



<210> 2 
<211> 244 
<212> PRT 

<213> Sequence artificielle 

<223> Description de la sequence artificielle: fragment 
scFv 

<400> 2 

Val Lys Leu Gin Gin Ser Gly Ala Glu Leu Val Lys Pro Gly Ala Ser 
15 10 15 

Val Arg Leu Ser Cys Lys Ala Ser Gly Tyr Thr Phe Thr Glu Tyr lie 

20 25 30 

lie His Trp lie Lys Leu Arg Ser Gly Gin Gly Leu Glu Trp lie Gly 
35 40 45 

Trp Phe Tyr Pro Gly Ser Asn Asp lie Gin Tyr Asn Ala Lys Phe Lys 
50 55 60 

Gly Lys Ala Thr Leu Thr Ala Asp Lys Ser Ser Ser Thr Val Tyr Met 
65 70 75 80 

Glu Leu Thr Gly Leu Thr Ser Glu Asp Ser Ala Val Tyr Phe Cys Ala 

85 90 95 

Arg Arg Asp Asp Phe Ser Gly Tyr Asp Ala Leu Pro Tyr Trp Gly Gin 

100 105 110 

Gly Thr Met Val Thr Val Ser Ser Gly Gly Gly Gly Ser Gly Gly Gly 
115 120 125 



Gly Ser Gly Gly Gly Gly Ser Asp He Gin "Wet Thr Gin Ser Pro Ala 
130 135 140 



WO 02/051871 



PCT/FRO 1/04203 



4 



Ser Leu Ser Val Ser Val Gly Glu Thr Val Thr lie Thr Cys Arg Thr 
145 150 155 160 

Asn Glu Asn He Tyr Ser Asn Leu Ala Trp Tyr Gin Gin Lys Gin Gly 

165 170 175 

Lys Ser Pro Gin Leu Leu He Tyr Ala Ala Thr His' Leu Val Glu Gly 

180 185 190 

Val Pro Ser Arg Phe Ser Gly Ser Gly Ser Gly Thr Gin Tyr Ser Leu 
195 ~ 200 205 



Lys He Thr Ser Leu Gin Ser Glu Asp Phe Gly Asn Tyr Tyr Cys Gin 



210 



215 



220 



His Phe Trp Gly Thr Pro Cys Thr Phe Gly Gly Gly Thr Lys Leu Glu 

230 235 240 



7 n r . 
«- <- .> 



litr Lys Arg Thr 



<210> 3 

< 2 1 1 > 20 13 

< 2 1 2 > ADN 

<213> Sequence artif icielle 
<220> 

<223> Description de la sequence artif icielle : fusion 
scFv anti~CD28/alpha-l antitrypsine 

<220> 

<221> CDS 

<222> (1) . . (2013) 

<220> 

<221> misc_signal 
<222> (1) . . (57) 
<223> signal Omp A 

<220> 

<221> misc_feature 
<222> (64) . . (75) 
<223> Flag Tag 

<220> 

<221> misc_f eature 
<222> ( 109) . - (810) 
<223> scFv 28 . 3 

<220> 

<221> misc_feature 

<222> (826) . . (1992) 

<223> alpha-1 antitrypsine 

<220> 

<221> misc_feature 
<222> (1993) . . (2007) 
<223> His Tag 
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<400> 3 

atg aaa aag aca get ate gcg att gca gtg gca ctg get ggt ttc get 48 

Met Lys Lys Thr Ala lie Ala lie Ala Val Ala Leu Ala Gly Phe Ala 

1 5 10 15 

acc gta gcg cag gec gac tac aaa gat ate gtc aag ctg cag cag tea 96 

Thr Val Ala Gin Ala Asp Tyr Lys Asp lie Val Lys Leu Gin Gin Ser 

20 " ~ 25 30 

» 

gga get gag ctg gtg aaa ccc ggg gcg teg gtg agg ctg tec tgc aag 144 
Gly Ala Glu Leu Val Lys Pro Gly Ala Ser Val Arg Leu Ser Cys Lys 
35 40 45 

gcg tct ggt tac acc ttc act gaa tat att ata cac tgg ata aag ctg 192 
Ala Ser Gly Tyr Thr Phe Thr Glu Tyr lie lie His Trp lie Lys Leu 
50 55 60 

agg tct gga cag ggt ctt gag tgg att ggg tgg ttt tac cct gga agt 240 
Arg Ser Gly Gin Gly Leu Glu Trp lie Gly Trp Phe Tyr Pro Gly Ser 
65 70 75 80 

aat gat ata cag tac aat gcg aaa ttc aag ggc aag gec aca ttg act 288 
Asn Asp lie Gin Tyr Asn Ala Lys Phe Lys Gly Lys Ala Thr Leu Thr 

85 90 95 

gcg gac aaa tec tec age acc gtc tat atg gaa ctt act gga ttg aca 336 
Ala Asp Lys Ser Ser Ser Thr Val Tyr Met Glu Leu Thr Gly Leu Thr 

100 105 110 

tct gag gac tct gcg gtc tat ttc tgt gca aga cgc gac gat ttc tct 384 
Ser Glu Asp Ser Ala Val Tyr Phe Cys Ala Arg Arg Asp Asp Phe Ser 
115 120 125 

ggt tac gac gec ctt cct tac tgg ggc caa ggg acc atg gtc acc gtc 432 
Gly Tyr Asp Ala Leu Pro Tyr Trp Gly Gin Gly Thr Met Val Thr Val 
130 135 140 

tec tea ggt gga ggc ggt tea ggc gga ggt ggc tct ggc ggt ggc gga 480 
Ser Ser Gly Gly Gly Gly Ser Gly Gly Gly Gly Ser Gly Gly Gly Gly 
145 150 155 160 

teg gac ate cag atg acc cag tct cca gee tec eta tct gtt tct gtg 528 
Ser Asp lie Gin Met Thr Gin Ser Pro Ala Ser Leu Ser Val Ser Val 

165 170 175 

gga gaa act gtc acc ate acg tgt cga aca aat gaa aat att tac agt 576 
Gly Glu Thr Val Thr lie Thr Cys Arg Thr Asn Glu Asn lie Tyr Ser 

180 185 190 

aat tta gca tgg tat cag cag aaa cag gga aaa tct cct cag etc ctg 624 
Asn Leu Ala Trp Tyr Gin Gin Lys Gin Gly Lys Ser Pro Gin Leu Leu 
195 200 205 

ate tat get gca aca cac tta gta gag ggt gtg cca tea agg ttc agt 672 
lie Tyr Ala Ala Thr His Leu Val Glu Gly Val Pro Ser Arg Phe Ser 
210 215 220 

ggc agt gga tea ggc aca cag tat tec etc aag ate acc age ctg cag 720 
Gly Ser Gly Ser Gly Thr Gin Tyr Ser Leu Lys He Thr Ser Leu Gin 
225 230 235 240 
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tct gaa gat ttt ggg aat tat tac tgt caa cac ttt tgg ggt act ccg 768 

Ser Glu Asp Phe Gly Asn Tyr Tyr Cys Gin His Phe Trp Gly Thr Pro 

245 250 255 

tgc acg ttc gga ggg ggg acc aag ctg gaa ata aaa egg act gtg get 816 

Cys Thr Phe Gly Gly Gly Thr Lys Leu Glu He Lys Arg Thr Val Ala 

260 265 270 

gca cca tct gaa ttc aac aag ate acc ccc aac ctg get gag ttc gee 864 

Ala Pro Ser Glu Phe Asn Lys lie Thr Pro Asn Leu Ala Glu Phe Ala 

275 280 285 

i 

ttc age eta tac cgc cag ctg gca cac cag tec aac age acc aat ate 912 

Phe Ser Leu Tyr Arg Gin Leu Ala His Gin Ser Asn Ser Thr Asn lie 

290 295 300 

ttc ttc tec cca gtg age ate get aca gec ttt gca atg etc tec ctg 960 

Phe Phe Ser Pro Val Ser He Ala Thr Ala Phe Ala Met Leu Ser Leu 

305 310 315 320 

ggg acc aag get gac act cac gat gaa ate ctg gag ggc ctg aat ttc 1008 

Gly Thr Lys Ala Asp Thr His Asp Glu He Leu Glu Gly Leu Asn Phe 

325 330 335 

aac etc acg gag att ccg gag get cag ate cat gaa ggc ttc cag gaa 1056 

Asn Leu Thr Glu He Pro Glu Ala Gin He His Glu Gly Phe Gin Glu 

340 345 350 

etc etc cgt acc etc aac cag cca gac age cag etc cag ctg acc acc 1104 

Leu Leu Arg Thr Leu Asn Gin Pro Asp Ser Gin Leu Gin Leu Thr Thr 

355 360 365 

ggc aat ggc ctg ttc etc age gag ggc ctg aag eta gtg gat aag ttt 1152 

Gly Asn Gly Leu Phe Leu Ser Glu Gly Leu Lys Leu Val Asp Lys Phe 

370 375 380 

ttg gag gat gtt aaa aag ttg tac cac tea gaa gee ttc act gtc aac 1200 

Leu Glu Asp Val Lys Lys Leu Tyr His Ser Glu Ala Phe Thr Val Asn 

385 390 395 400 

ttc ggg gac acc gaa gag gee aag aaa cag ate aac gat tac gtg gag 1248 

Phe Gly Asp Thr Glu Glu Ala Lys Lys Gin lie Asn Asp Tyr Val Glu 

405 410 415 

aag ggt act caa ggg aaa att gtg gat ttg gtc aag gag ctt gac aga 1296 

Lys Gly Thr Gin Gly Lys He Val Asp Leu Val Lys Glu Leu Asp Arg 

420 425 430 

gac aca gtt ttt get ctg gtg aat tac ate ttc ttt aaa ggc aaa tgg 1344 

Asp Thr Val Phe Ala Leu Val Asn Tyr He Phe Phe Lys Gly Lys Trp 

435 440 445 

gag aga ccc ttt gaa gtc aag gac acc gag gaa gag gac ttc cac gtg 1392 

Glu Arg Pro Phe Glu Val Lys Asp Thr Glu Glu Glu Asp Phe His Val 

450 455 460 



gac cag gtg acc acc gtg aag gtg cct atg atg aag cgt tta ggc atg 
Asp Gin Val Thr Thr Val Lys Val Pro Met Met Lys Arg Leu Gly Met 
465 470 475 ' 480 



1440 
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ttt aac ate cag cac tgt aag aag ctg tec age tgg gtg ctg ctg atg 1488 

Phe Asn lie Gin His Cys Lys Lys Leu Ser Ser Trp Val Leu Leu Met 

485 490 495 

aaa tac ctg ggc aat gec acc gec ate ttc ttc ctg cct gat gag ggg 1536 

Lys Tyr Leu Gly Asn Ala Thr Ala lie Phe Phe Leu Pro Asp Glu Gly 

500 505 510 

* 

aaa eta cag cac ctg gaa aat gaa etc acc cac gat ate ate acc aag 1584 

Lys Leu Gin His Leu Glu Asn Glu Leu Thr His Asp He He Thr Lys 

515 520 525 

ttc ctg gaa aat gaa gac aga agg tct gec age tta cat tta ccc aaa 1632 

Phe Leu Glu Asn Glu Asp Arg Arg Ser Ala Ser Leu His Leu Pro Lys 
530 535 540 

ctg tec att act gga acc tat gat ctg aag age gtc ctg ggt caa ctg 1680 

Leu Ser He Thr Gly Thr Tyr Asp Leu Lys Ser Val Leu Gly Gin Leu 
545 550 555 560 

ggc ate act aag gtc ttc age aat ggg get gac etc tec ggg gtc aca 1728 

Gly He Thr Lys Val Phe Ser Asn Gly Ala Asp Leu Ser Gly Val Thr 

565 570 575 

gag gag gca ccc ctg aag etc tec aag gec gtg cat aag get gtg ctg 1776 

Glu Glu Ala Pro Leu Lys Leu Ser Lys Ala Val His Lys Ala Val Leu 

580 585 590 

acc ate "gac gag aaa ggg act gaa get get ggg gec atg ttt tta gag 1824 

Thr He Asp Glu Lys Gly Thr Glu Ala Ala Gly Ala Met Phe Leu Glu 

595 600 605 

gee ata ccc atg tct ate ccc ccc gag gtc aag ttc aac aaa ccc ttt 1872 

Ala He Pro Met Ser He Pro Pro Glu Val Lys Phe Asn Lys Pro Phe 
610 615 620 

gtc ttc tta atg att gaa caa aat acc aag tct ccc etc ttc atg gga 1920 

Val Phe Leu Met He Glu Gin Asn Thr Lys Ser Pro Leu Phe Met Gly 
625 630 635 640 

aaa gtg gtg aat ccc acc caa aaa etc gag gga gaa ttc gaa cag aaa 1968 

Lys Val Val Asn Pro Thr Gin Lys Leu Glu Gly Glu Phe Glu Gin Lys 

645 650 655 

ctg ate tct gaa gaa gac ctg aac cac cac cac cac cac tga taa 2013 

Leu lie Ser Glu Glu Asp Leu Asn His His His His His 

660 665 670 



<210> 4 
<211> 669 
<212> PRT 

<213> Sequence artificielle 

<223> Description de la sequence artificielle: fusion 
scFv anti-CD28/alpha-l antitrypsine 

<400> 4 

Met Lys Lys Thr Ala He Ala He Ala Val Ala Leu Ala Gly Phe Ala 
1 5 10 15 
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Thr 


Val 


Ala 


Gin 


Ala 


Asp 


Tyr 


Lys 








20 










Gly 


Ala 


Glu 


Leu 


Val 


Lys 


Pro 


Gly 






35 










40 


Ala 


Ser 


Gly 


Tyr 


Thr 


Phe 


Thr 


Glu 




50 










55 




Arg 


Ser 


Gly 


Gin 


Gly 


Leu 


Glu 


Trp 


65 










70 






Asn 


Asp 


He 


Gin 


Tyr 


Asn 


Ala 


Lys 










85 








Ala 


Asp 


Lys 


Ser 


Ser 


Ser 


Thr 


Val 








100 










S € IT 


Glu 


Asp 


Ser 


Ala 


Val 


Tyr 


Phe 






115 










120 


Gly 


Tyr 


Asp 


Ala 


Leu 


Pro 


Tyr 


Trp 




130 










135 




Ser 


Ser 


Gly 


Gly 


Gly 


Gly 


Ser 


Gly 


145 










150 






Ser 


Asp 


He 


Gin 


Met 


Thr 


Gin 


Ser 










165 








Gly 


Glu 


Thr 


Val 


Thr 


He 


Thr 


Cys 








180 










Asn 


Leu 


Ala 


Trp 


Tyr 


Gin 


Gin 


Lys 






195 










200 


He 


Tyr 


Ala 


Ala 


Thr 


His 


Leu 


Val 




210 










215 




Gly 


Ser 


Gly 


Ser 


Gly 


Thr 


Gin 


Tyr 


225 










230 






Ser 


Glu 


Asp 


Phe 


Gly 


Asn 


Tyr 


Tyr 










245 








Cys 


Thr 


Phe 


Gly 


Gly 


Gly 


Thr 


Lys 








260 










Ala 


Pro 


Ser 


Glu 


Phe 


Asn 


Lys 


He 






275 










280 


Phe 


Ser 


Leu 


Tyr 


Arg 


Gin 


Leu 


Ala 




290 










295 




Phe 


Phe 


Ser 


Pro 


Val 


Ser 


He 


Ala 


305 










310 






Gly 


Thr 


Lys 


Ala 


Asp 


Thr 


His 


Asp 










325 








Asn 


Leu 


Thr 


Glu 


He 


Pro 


Glu 


Ala 








340 










Leu 


Leu 


Arg 


Thr 


Leu 


Asn 


Gin 


Pro 






355 










360 


Gly 


Asn 


Gly 


Leu 


Phe 


Leu 


Ser 


Glu 




370 










375 




Leu 


Glu 


Asp 


Val 


Lys 


Lys 


Leu 


Tyr 


385 










390 






Phe 


Gly 


Asp 


Thr 


Glu 


Glu 


Ala 


Lys 










4 U D 








Lys 


Gly 


Thr 


Gin 


Gly 


Lys 


lie 


Val 








420 










Asp 


Thr 


Val 


Phe 


Ala 


Leu 


Val 


Asn 




435 










440 


Glu 


Arg 


Pro 


Phe 


Glu 


Val 


Lys 


Asp 




4 50 










455 




Asp 


Gin 


Val 


Thr 


Thr 


Val 


Lys 


Val 


465 










470 






Phe 


Asn 


He 


Gin 


His 


Cys 


Lys 


Lys 



485 



8 



Asp 


He 


Val 


Lys 


Leu 


Gin 


Gin 


Ser 


25 










JU 






Ala 


Ser 


Val 


Arg 


Leu 


Ser 


Cys 


Lys 










A CZ. 

4 D 








Tyr 


He 


lie 


His 


Trp 


lie 


Lys 


Leu 








60 










lie 


Gly 


Trp 


Phe 


Tyr 


Pro 


Gly 


Ser 






75 










8 0 


Phe 


Lys 


Gly 


Lys 


Ala 


Thr 


Leu 


Thr 




90 










95 




Tyr 


Met 


Glu 


Leu 


Thr 


Gly 


Leu 


Thr 


105 










110 






Cys 


Ala 


Arg 


Arg 


Asp 


Asp 


Phe 


Ser 










125 








Gly 


Gin 


Gly 


Thr 


Met 


Val 


Thr 


Val 








140 










Gly 


Gly 


Gly 


Ser 


Gly 


Gly 


Gly 


Gly 






155 










160 


Pro 


Ala 


Ser 


Leu 


Ser 


Val 


Ser 


Val 




170 










175 




Arg 


Thr 


Asn 


Glu 


Asn 


lie 


Tyr 


Ser 


185 










190 






Gin 


Gly 


Lys 


Ser 


Pro 


Gin 


Leu 


Leu 










205 








Glu 


Gly 


Val 


Pro 


Ser 


Arg 


Phe 


Ser 








220 










Ser 


Leu 


Lys 


lie 


Thr 


Ser 


Leu 


Gin 






235 










24 0 


Cys 


Gin 


His 


Phe 


*ti 

Trp 


Gly 


Thr 


Pro 




r—. m a 

250 










1 c c 

255 




Leu 


Glu 


He 


Lys 


Arg 


Thr 


Val 


Ala 


265 










OTA 

270 






Thr 


Pro 


Asn 


Leu 


Ala 


Glu 


Phe 


Ala 










285 








His 


Gin 


Ser 


Asn 


Ser 


Thr 


Asn 


lie 








300 










Thr 


Ala 


Phe 


Ala 


Met 


Leu 


Ser 


Leu 






315 










320 


Glu 


He 


Leu 


Glu 


Gly 


Leu 


Asn 


Phe 




330 










335 




Gin 


He 


His 


Glu 


Gly 


Phe 


Gin 


Glu 


345 










350 






Asp 


Ser 


Gin 


Leu 


Gin 


Leu 


Thr 


Thr 










365 








Gly 


Leu 


Lys 


Leu 


Val 


Asp 


Lys 


Phe 








380 










His 


Ser 


Glu 


Ala 


Phe 


Thr 


Val 


Asn 






395 










4 00 


Lys 


Gin 


He 


Asn 


Asp 


Tyr 


Val 


Glu 




410 










A 1 C 

415 




Asp 


Leu 


Val 


Lys 


Glu 


Leu 


Asp 


Arg 


425 










430 






Tyr 


He 


Phe 


Phe 


Lys 


Gly 


Lys 


Trp 










445 








Thr 


Glu 


Glu 


Glu 


Asp 


Phe 


His 


Val 








460 










Pro 


Met 


Met 


Lys 


Arg 


Leu 


Gly 


Met 






475 








480 


Leu 


Ser 


Ser 


Trp 


Val 


Leu 


Leu 


Met 




4 90 








495 
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Lys Tyr Leu Gly 

500 

Lys Leu Gin His 
515 

Phe Leu Glu Asn 
530 

Leu Ser lie Thr 
545 

Gly lie Thr Lys 

Glu Glu Ala Pro 

■ 580 

Thr lie Asp Glu 
595 

Ala lie Pro Met 
610 

Val • Phe Leu Met 
625 

Lys Val Val Asn 

Leu lie Ser Glu 

660 



Asn 


Ala 


Thr 


Ala 


Leu 


Glu 


Asn 


Glu 








520 


Glu 


Asp 


Arg 


Arg 






535 




Gly 


Thr 


Tyr 


Asp 




550 






Val 


Phe 


Ser 


Asn 


565 








Leu 


Lys 


Leu 


Ser 


Lys 


Gly 


Thr 


Glu 








600 


Ser 


He 


Pro 


Pro 






615 




He 


Glu 


Gin 


Asn 




630 






Pro 


Thr 


Gin 


Lys 


645 








Glu 


Asp 


Leu 


Asn 



9 



He 


Phe 


Phe 


Leu 


505 








Leu 


Thr 


His 


Asp 


Ser 


Ala 


Ser 


Leu 








540 


Leu 


Lys 


Ser 


Val 






555 




Gly 


Ala 


Asp 


Leu 




570 






Lys 


Ala 


Val 


His 


585 








Ala 


Ala 


Gly 


Ala 


Glu 


Val 


Lys 


Phe 








620 


Thr 


Lys 


Ser 


Pro 






635 




Leu 


Glu 


Gly 


Glu 




650 






His 


His 


His 


His 



Pro 


Asp 


Glu 


Gly 




510 






He 


He 


Thr 


Lys 


525 








His 


Leu 


Pro 


Lys 


Leu 


Gly 


Gin 


Leu 








560 


Ser 


Gly 


Val 


Thr 






575 




Lys 


Ala 


Val 


Leu 




590 






Met 


Phe 


Leu 


Glu 


605 








Asn 


Lys 


Pro 


Phe 


Leu 


Phe 


Met 


Gly 








640 


Phe 


Glu 


Gin 


Lys 






655 





His 
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